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Sum.宜nary
Two strains of cadmium-r℃sistant microorganisms were isolated from soils heavily con-
taminatecl with cadmium in the River Omuta and the uptake of cadmium by the bacterium 
was investigated. It was identified that one strain, No. 108, belonged to the genus Pseudo“ 
monas on the basis of taxonomic characteristics. 
The bacterium was able to grow even in the presence of 880 ppm of cadmium. The 
amount of cadmium accumulated by the organism grown in the medium containing 
500 ppm of cadmium was about 8 per cent in dry cels. When the washed cells were 
incubated with cadmium in Tris欄HClbuffer at pH 7.5, rapid increase in cadmium con畑
tent in cells was observed concomitant with its decrease in the supernatant fluid. 
Judging from the distribution of cadmium of the cells disrupted by sonification, it was 
suggested that cadmium taken up by the organism was located inside of ccll in combination 
with protein as well as on the bacter‘ial surface. 
今日重金属によるJ;¥1境汚染が問題になっている．とくにカドミウム cむについては鉱工業の
発淡とともに，そのJt]途が，メッキ，合金， Hi託H,~食料へと広がり，それに伴って人工的汚染が
進行しつつあるという事態を生じてきている．そのような小で， fイタイイタイ病J が Cdによ
る慢性中議症であることが科学的に立託され， j二機や河川と海水1）の Cd汚染が進み，さらに良
作物や水産物2）にも Cdが蓄積されているという事災が切らかになり，国民の健康への影響が愛
感され始めてきた．
自然界のレベルで考えると Cdのような混金属も当然生物綴J;l'iのゆに総入れて考慮されるべきで，
すでに水銀化合物に脳性を有するおIl舗については外村らい，5）により詳細に研究されている。しか
本研究の大婆は，昭和47£fミ4月，日本1!芸化学会大会（11Jf:n1nで発表した．
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しCdifu.t性閣については米だ報公がない．若者らは Cdに附tl:を有する微生物を検栄L,J二J袋，
汚＊~~の試料より Cd に対し比較的術性のおいT'M林ーを見いだした。
ネ：1院では耐性I¥1iの分自!fi検分：とそのiお学的諸・IH1ふ、よび耐性Taliによる Cdの吸収誌般についての
知見を幸1~1r!rする．
験方法
1. f音盤誕
肉エキス0.596 ，ポリペプトン 196 ，グルコース 196 ，食1'W.5形よりなる J創出をt1~本Jil,:f也とし，
これに研j被カドミウムを所定の総j立になるように添加して pHを7.0に淵怒した．王子板ならびに
斜TilJiりむには蕊本培地に寒天を 1.5～2.096添加したものを用いた．各f洋地は 120°cにかいて20
分rm加庄殺菌後使用した．
2. 供試土壌および汚水
大if.mすf，とくに大卒［1:JI I を中心とした J:~絞的 Cd の汚染が進んでjいると推定される地点で土
よび汚水30点の試料を採取した．
3. 分離方法
謀本以：地 lOmlを試験管に分注し， :ir草当況の試料：＆－按種し， 37°Cで241時間］振抵活設した． こ
れを硝酸カドミウム 1～8mM：＆－合；fo'ずる間体iがむに移して 37°Cで王子板J討議を行ない， 2～4
日後に平板上に形成された説l1閣の集議？と鈎Jaliした．王子t即；？議をくりかえして純化し斜間以：j也に移
してこれを分間i。TJ¥jf,Jととした．
＆細菌の同定
調1おの形態ならびに議官：践については Bergey’sManual of Determinative Bacteriology6＞，災1淡
j；ミ装化学7），食品工学ゴミ験：；！｝8）に準じて検討し，これに基づき納1¥iの同定"fr行なった．
5.測定
a) 納閣の地対｛の度合は，液体Ni：誌にふ、ける泌j交をえ！とめて比1［交した．すなわち分光光度計（日
立139認のをj行い， Jp，：設？伎の 660mpにi＞＇ける光学的特 ＇，I支をむ1］定した．
b) Cd はジチゾンークロロホノレムにより抽出分離日）後，原子I汲光王子光光J.rl~I· (PerkiルElmer
303 ~ID を用いて測定した. ~ lI滋に吸収された Cdは，間体をfit般一硝酸による淑式分解9）後，ジ
チゾ、ンークロロホノレム抽出分般を行なって定没した．
c) タンパク聞は；i!l1~－Folin 法10）によって定足した．
5耗
1. カドミウム耐性蕗の分離
供試試料のうち，三井東圧化学 Cf~）九列挙仁ζ坊のおI'* ！こi付近の大卒!I!Jlの土j設かよび大牟EHTri 
jぷ老 lllTの土域より， Cd に対し比較的強いW1·itf；を示す語Htl:T符 2~与を得，それぞれ No. 108 f!i;株か
よび No.109 T!l<i総と仮称した．一般の治H閣がどの松茂の Cd濃度で取舵1m.容を受けるかを大腸菌
B株を用いて検討したところ， Fig.1 に示したi践に 2mM 制限カドミウム添加の~l~本培地では会
く増摘出米なかった． しかしこれらの耐性2閣株はいずれも硝酸カドミウム 5mM(Cdとして
550 ppm）添加の平板城地で地鈍したものであって，さらに最終的には硝酸カドミウム SmM(Cd 
として 880ppm）を含む培地上に移しでも，増織し1-たJ¥iである．以下の災験は耐性J!i;2株のう
ち大卒関川iのこと；絞から分離した No.108 T時総をmいて行なったものである．
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2. No. 108蘭株の増殖に及ぼす Cdイオンの影響
lif¥j酸カドミウムbよび塩化カドミウムが No.1081器株の増殖に与える影響を検討するために，
i耐性閣を 37°C,24時間液体埼設し，それぞれの府議液にかける地獄の度合を比絞した．なb対照
としては大腸1!.fB 1*をj召いた.Fig. 1ふ、よび Fig.2に示したように No.108 Iお株は Cdに対し
て強い耐性を示し，硝酸カドミウム 5mMの濃度では Cd無添加培地の約6096にあたる地殖率を
した．
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Fig. I. Effect of cadmium nitrate on growth of strain No. 108. 
Th巴basalmedium consisted of meat extract 0.5%, peptone 1.0%, glucose 
1.0%, and NaCl 0.5%. 
Incubation was carried out at 37°C for 24 hr with pH 7.0.⑧一一一⑧：strain
No. 108, 0一一一O : E.coli. 
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Effect of cadmium chloride on growth of strain No. 108. 
Experimental conditions wcr℃ the same as those described in Fig. I. 
⑧一一一e: strain No. 108, O一一一0 : E.coli. 
3. No. 108菌株の細菌学的性紫
本耐性磁の形態学的特徴，地強上の性状;lo＇よび主主税的性質を TableIに示した．この菌株はグラ
ム陰性の極毛を有する*1－閣で胞子を形成してとい．ゼラチンの液化能はなく，また B.C.Pミルクで
はアノレカワ性を示しベプトンイヒ能はなかった．カタラーゼ、陽性で，グルコースより殴を生成する
等の言者性質から Pseudomonαs｝，混と｜可定された．
4. 培盤中に菌体に藩轍された Cd盤
1iJ1j酸カドミウム添加培地で耐空l:I岩を 37°C,24時間械設し，培養後の爾体~畳必よびi弱体 i:p の
Cd蓄積＊盈を求めた．その給:!1HとTableIに示した.l!M体収益は Cd100 ppm j弘、よび 500ppm
添加培地で大差はなく，培地中に加えた会 Cdに対する審駿された Cdの割合は，後者の方が10
%程度高1ρ依を示した.iJ!体の乾燥設；抵当りの蓄積 Cdの抵はそれぞれ1.2必よび8.096であり，
後者の依は慈騒の一応の限界値であると忠われる．
600 。
Fig. 2. 
＊注： 「議絞J という誉議は， Jfi1性砲を Cdを含む滋本培地で以：獲した場合， Cdが細胞に取込まれたI糾ζ
胤いた・以下で述べる「吸収」という誉議は，係閣し洗浄した悶休をトリスー縫酸緩衝液tドで Cd~｝Jfl 
議した場合， Cdが純！胞に結合または1双込まれたl!iIζ応いた．
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Table I. Description of strain No. 108. 
!. Morphological characteristics: 
form 
size 
motility 
flagellum 
Gram stain 
spore 
2. Cultural characteristics: 
Nutrient agar colonies 
form 
surface 
edg巴
elevation 
Nutr‘ient agar slant 
growth 
form of growth 
lust巴r
Nu trたntagar stab 
growth 
form of growth 
Nutrient gelatin stab 
gelatin 
Nutrient hr‘oth 
surface growth 
sediment 
clouding 
gas 
water soluble pigment 
3. Physiological characteristics: 
I) Aerobic. 
rod 
0.6～0.8x1.2～1.7 μ 
motile 
monotrichous 
negative 
non-sporulating 
circular 
raised 
entire 
smooth 
moderate 
spreading 
glistening 
best at top 
filiform 
not lique良ed
fragile membranous 
slight 
strongly turbid 
not produced 
not produced 
2) Optimum temperature: 37°C. 
3) Optimum pH: 7.0. 
4) BιP. milk: alkaline, no peptonization. 
5) Indol not produced. 
6) Nitrites not produced from nitrates. 
7) Hydrogen sul日denot produced. 
8) Ammonia not produced. 
9) Acetylmethylcarbinol not produced. 
10) Mぷ.test: negative. 
11) Catalase test: pos1t1vc. 
12) Gelatin not hydrolyzed. 
13) Starch not hyc 
luster 
optical 
color 
medium 
color 
medium 
gas 
19 
glistening 
opaque 
cream white 
unchanged 
cream white 
unchang巴d
not produced 
14) Acid but no gas is aerobically produced from glucose, galactose and xylose, neither acid nor 
gas from lactose, sucrose, fructose and raffinos巴．
15) Heat resistant: not survive at 80°C for・10min. 
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Table I. Amount of cadmium taken up by cels of strain No. 108ζluring incubation. 
Cone. of Cd in the Amount of Cell Amount of Cd % of Cd taken up % of Cd taken up 
taken up by whole per total. Cd in per dry cels medium (ppm) （ζlry, mg) cels (mg) the mcdmm 
100 990 11.7 23.4 1.2 
500 1062 85.2 34.1 8.0 
Composition of medium was same as that in Fig. I. ’The organism was incubated at 37°C for 
24 hr in 500 ml of liquid medium containing cadmium. 
5. 菌体による Cdの吸収
耐性閣を Cdの含まれない域養液で 37°C,18 I寺lh¥：！討議した後，遠心分離によって集荷し， 0.02
M トリス緩衝液（pH7.5）で洗浄した．次いでこの洗渇した磁休を，硝酸カドミウムを添加した．
上記緩衝液（Cdとして lOOppmを含む〉に加えて 37°C,21時間反応させた．細菌数は 1ml当り
2.1×100倒（滋1護軍泣7mg/ml）に調怒して実験を行ない，各i時間毎に反応液，上被液bよび｝灘体
（沈殿）中の Cd盤を測定した.Fig. 3の結果から，反応開始とともに急速に上段液中の Cdfl 
が減少し，これと問時に溺休中の Cdi廷が増加することが切らかとなった． しかし反応液全体の
Cd泣は加温中も当然のことながら一定で変化しなかった. Fig. 4に対m；、として大1身閣をmいて
行なった向様の実験結よ誌を示したが，耐性閣の場合に見られたような顕著な Cdの吸収現象は観
察されなかった．
つぎに細菌の Cd吸収量に及ぼす閣休；泣の影響を検討し，その結栄吉~ Fig. 5に示した．これ
から切らかなように反応液中の菌体遺の格3加と共に Cdの吸収量は増大し，上澄中の Cdf誌は減
少しその関係はほぼ寵線的であった．
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Fig. 3. Uptake of cadmium by strain No. 108 cels. 
The organism (2 X 109 cells/ml) and cadmium (100 ppm) were mixed in 
0.02 M Tris-HCl buffer (pH 7.5) and incubated at 37°C. 
Cadmium was determined by an atomic absorption spectrophotom巴try.
随一司…観： wholemedium，ム一一一ム：supernatantfluid, e一一一＠：
cels. 
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Fig. 4. Uptake of cadmium by E. coli cels. 
Conditions were the same as shown in Fig. 3.画一一一麗： wholemedium, 
ム……一一ム : supernatant fluid，曜喜一一一• : cels. 
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Fig. 5. Relationship between cadmium uptake and cel concentration. 
Cells were incubated in the buffer containing 100 ppm of cadmium at 37°C for 
I hr.臨一司ー繍： wholemedium，ムーーム： supernatantfluid, O 一ー一e: cels. 
Fig. 6は， j!i¥j｛本f誌を一定にして，反記；液中の Cd；泣を変えたときの菌体調l胞1:j1に取込まれた
Cd没を測定した紡糸である．
Cd化合物のml：鎖とおl誌に吸収される Cd；泣との関係を調べるために，硝酸カドミウム，
酢滋カドミウムbよび塩化カドミウムをmいて災験を行ない Fig.7に示すような結果を得た．す
なわち，この3綬類の無機カドミウム化合物を用いた場合は菌体の Cd吸収泣はいずれも lml当
り55～60μgであり，化合物の磁類による取込み最の援連はほとんどなかった．
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Effect of different cadmium compounds on uptake of cadmium. Experimental 
conditions were the same as describ巴din Fig. 3. 
cels supernatant fl江id
cadmium acetate：⑧一一一惨 ⑧一一一一＠
cadmium chloride : O一一一O O一一一O
cadmium nitrate：口一一口
。
Fig. 7. 
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6. 吸収された Cdの細胞内分布
if性lおによって取込まれた Cd の細胞内分布を調べるために以下の~験を行なった．すなわち，
Cd 無添加培地で増殖させた磁体を集め，トワス一端酸緩衝液（0.02M,PH 7.5）で洗浄後，その
TJi体を Cd添加の緩衝放に懸泌させ， 37°Cにかいて21時間力行漉した．巡心分離によってCdが総
合している菌休を集め，これに緩衝液を加え， 1iH本を1£！波発生装段により 15KC,20分悶機械的
に破壊した．その破機液（homogenate）を分別迷心で分間し，それぞれの獅分について Cdの合
致とタンパク質合致を測定した.Table IIにその結果を示したように，結合した Cdの5096以
上が， 8,600G,15分間遠心分離した上波部分に集中していた．このことは Cdのかなりの部分が，
細閣の表面の爾分に存在するよりもむしろ細胞の内部に取込まれていることを示唆している．ま
た同時に測定したタンパク質合最と Cd汲とは各陣i分について，その全体に対する割合が大体類
似してbり，このことはi車体に吸収された Cdの大部分がタンパク賓と結合するか，あるいは何
らかの関迷をもっ状態で存在している可能性を挽定させるものといえよう．
Table Ill. Intracellular distribution of cadmium taken up by th巴cels.
Fraction uιtUl』liUli.l Protein 
pg 
Homogenate 4873 100 52.9 100 
800 x g,15 min Pellet 1 G58 14 5.4 10 
8,GOO X g, 15 min Pellet 2 !G4G 3G 18.8 36 
Supernatant 2734 56 27.6 52 
The organism was incubated in’Tris輔HClbuffer (0.02M, pH7.5) containi時 100ppm cadmium at 
37°C for 2 hr and then disrupted by sonification at 15 KC for 20 min. 
考祭
Cdに耐性を手まする微生物に関する研究はこれまでほとんどなされてbらず，わずかにWhite11i
が各級金問分子の自主ほの取引立に;t:d；ぽす影響について検討した報告・の 1:j:1でふれている程度である．
その中で Cd は静ほの地舶に対して阻害皮が最も著しく， ~I~ (Cu），銀（Ag），オスミウム（Os)
かよぴ水銀（託g〕とともに激議役群に脱するとしている．一方 Cdは本米自然界の人為的汚染の
ない土城中にも微設ではあるが含まれてかり，また人工的に汚染が進み Cd合；股がきわめて高い
所でも特異的に悠航するシダミ容が存在するとの報告もある12）.このような見地から考えると，微
生物の中にも Cd に適応できる菌株が I~ 然界に存在してもよい容である．
耐性的の分離淑には Cd合:!Jlのおい土壌や汚水を選ぶのはさ当然のことで， No.108菌株を分離
した大牟IEJlの土壌は乾燥Z立法当り lOppmのCdを含んでいた. j耐性Ilti2株を分離したがその
うち No.108 1器材ミは1i学的訪性質を検討した結糸 Pseudomonas鴎に腐し， Cd880 ppmという
向い濃度でも塙殖可能であり比較的強い Cdi射性を示すものであると考えられる．ーブJCdを合
tr；培地中でこの稲I簡をt役員立させると椛地中の Cdは漸次減少した．その原隠は Cdが細菌にねf1を
するからであり，適当な条件下では乾物細胞~り 8.196 の Cd が銀総されてかり，この総合は沈
滞納胞でも認められた．たとえば，この耐性閣の洗浄細胞2×10倒はトリス｝機酸緩衝液中で
50～60μgのCdを短時間jで液I十：泊、らi吸収除去することが出来た．
一般に細胞が滋性の強い Cd存在下で増殖出来ることは， Cdイオンを不溶性にして不活性化
するためか，あるいは菌体細胞内に吸収しても再び排出するか，または無様化するためかのいずれ
かであると考えられる．附性l讃に取込まれた Cdの存在状態については，まだ結論は出ていない
24 佐賀大学農学芸誌報 ~535 号（1973)
が， .l]J.に調UIJ包の表而に！吸着しているというよりもむしろ弱体タンパク質にも結合しているように
推定されるお＇i:lt~が符られた．しかしながら璃体がおIl)lfil 内に多f立に Cd を集践するのは，代謝上軍
要な意義を有しているのか，あるいはたんに吸収した後排出するにすぎないか等の耐性の機械に
ついては，現在検討中で次報で報告したい．
摘 嬰
1. カドミウム（Cd）に対し耐性をもっ微生物を自然界に検索し，耐性皮の強い細菌2株を大
傘関市の土壌から分離した．
2. そのうちの 1株を No.108 T~i事！とと仮称し， l器学的滞在I：質を検討した結果 Pseudomonas 属
に属するものと同定した．
3. No. 108 T$i株は Cd880ppmを含む培地中で十分に；t役員立しうる強いCd附伎を有し， Cd添
加if§地中で地殖させると， :If＇；：養液中の Cdは減少し，かなりの泣の Cdが磁体に集積していた．
4. 洗浄した細胞 2×109側は， lOOppmのCdを？をむトリス…塙酸緩衝液（pH7.5）中で加温
すると，短時間で Cdの50～6096を弱体内に取り込むことが出ラ！とた．この場合，附体内に吸収さ
れた Cdの：Likは，硝酸カ Fミウム，塩化カドミウムj今、よび酢酸カドミウム等の無機化合物の積類
によって顕蒋な差は念く，ほとんど等しかった．
5. 吸収された Cdは，弱体細胞表部への吸着だけでなく，細胞内部への取込みも起とってい
ると示唆され，タンパク質合致との相関関係が見られた．
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